Герминальные нонсенс-мутации в гене SMARCB1 у российских пациентов с рабдоидными опухолями почек by D. Mikhaylenko S. et al.
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Диагностика и лечение опухолей мочеполовой системы. Рак почки
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Злокачественные рабдоидные опухоли (ЗРО) относятся к одним из наиболее агрессивных новообразований раннего детского воз-
раста. Для их развития характерно наличие инактивирующей мутации гена SMARCB1 (hSNF5 / INI1 / BAF47), супрессора опухо-
левого роста, локализованного в локусе 22q11.2. До 30 % случаев заболевания обусловлены наличием герминальных мутаций это-
го гена, что на сегодняшний день расценивается как проявление синдрома предрасположенности к развитию рабдоидных опухолей 
1-го типа (rhabdoid tumor predisposition syndrome type 1, RTPS1). В целях определения мутаций гена SMARCB1 в рамках совершен-
ствования генетической лабораторной диагностики RTPS1, а также оценки соотношения гено-фенотипических корреляций 
при данном заболевании мы провели исследование кодирующей части гена SMARCB1 с помощью полимеразной цепной реакции 
и последующего секвенирования у 18 пациентов со ЗРО различной локализации. У 3 больных был подтвержден RTPS1 и найдены 
de novo нонсенс-мутации c.157C→T (p.R53*), с.669_670del (p.C223*) и c.843G→A (p.W281*), что ассоциировалось со ЗРО почек, 
ранним возрастом на момент постановки диагноза (медиана 2,6 мес) и дальнейшим неблагоприятным прогнозом заболевания. 
Выявление герминальных мутаций SMARCB1 у пациентов со ЗРО имеет важное значение для оценки рисков развития метахрон-
ных опухолей и медико-генетического консультирования членов семьи.
Ключевые слова: злокачественная рабдоидная опухоль, ген SMARCB1, нонсенс-мутация, секвенирование, опухоль почки
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Germline nonsense-mutations of the SMARCB1 gene in Russian patients with rhabdoid renal tumors
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The malignant rhabdoid tumor (RT) is one of the most aggressive childhood neoplasm. RTs are characterized by the presence of inactivating 
mutations in the SMARCB1 (hSNF5/INI1/BAF47) gene – a tumor suppressor localized in 22q11.2. Up to 30 % of RTs caused by germline 
mutations of this gene, to date those cases are considered as a manifestation of the rhabdoid tumor predisposition syndrome type 1 (RTPS1). 
We have analyzed the SMARCB1 mutations by polymerase chain reaction and subsequent Sanger sequencing in 18 patients with RT in dif-
ferent localizations for improving of genetic laboratory diagnostics of the RTPS1, as well as searching of genotype-phenotype correlations in 
this disease. Three patients had de novo nonsense-mutations c.157C→T (p.R53*), c.669_670del (p.C223*) and c.843G→A (p.W281*), 
confirming RTPS1, which were associated with RT in the kidney, early age at diagnosis (median 2.6 months) and poor prognosis. Identifica-
tion of germline SMARCB1 mutations in the patients with RTs is essential to assess the risk of metachronous tumors and for genetic counseling 
of other family members.
Key words: malignant rhabdoid tumor, SMARCB1 gene, nonsense-mutation, sequencing, renal tumor
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Диагностика и лечение опухолей мочеполовой системы. Рак почки
Введение
Злокачественные рабдоидные опухоли (ЗРО) – 
группа редких высокозлокачественных новообразова-
ний раннего детского возраста. Показатель заболе-
ваемости независимо от локализации не превышает 
0,02–0,09 случая на 100 тыс. детского населения [1]. 
В зависимости от топографии первичной опухоли вы-
деляют ЗРО почек, мягких тканей (экстракраниаль-
ные, экстраренальные ЗРО) и центральной нервной 
системы (атипичная тератоидно-рабдоидная опухоль 
(АТРО)). Заболевают преимущественно дети раннего 
возраста, медиана на момент постановки диагноза со-
ставляет 12,3 мес; иногда опухоли развиваются уже 
внутриутробно [2, 3].
Независимо от локализации ЗРО выделены 
в отдельную нозологическую форму ввиду харак-
терного генетического нарушения – инактива-
ции гена-супрессора опухолевого роста SMARCB1 
(hSNF5 / INI1 / BAF47), локализованного в районе 
22q11.2. Этот ген кодирует один из ключевых компо-
нентов аденозинтрифосфатзависимого комплекса ре-
моделинга хроматина SW1 / SNF [1]. Биаллельную ин-
активацию этого гена выявляют в 98 % случаев ЗРО [4]. 
Опухоли могут развиваться как спорадические вслед-
ствие соматических мутаций, а могут быть проявлени-
ем синдрома предрасположенности к развитию рабдо-
идных опухолей (rhabdoid tumor predisposition syndrome, 
RTPS). В настоящее время выделяют 2 типа синдрома: 
1-й тип (RTPS1, OMIM: 609322) обусловлен наличием 
герминальных мутаций в гене SMARCB1; 2-й тип, зна-
чительно более редкий (RTPS2, OMIM: 613325), харак-
теризуется мутациями в гене SMARCA4 [5, 6]. Доля 
RTPS1 среди ЗРО всех локализаций составляет 30 % [7, 
8]. Около 70 % герминальных мутаций при RTPS1 
представлены нонсенс-мутациями, мутациями сайтов 
сплайсинга и небольшими делециями / инсерциями 
в экзонах 2–7, остальные 30 % – внутригенными деле-
циями / дупликациями экзонов и протяженными де-
лециями всего гена [9, 10]. При экстраренальной ло-
кализации новообразования иногда возникает 
необходимость проведения дифференциального диаг-
ноза RTPS1 и других онкологических синдромов. 
В частности, шванномы и менингиомы могут быть ча-
стью клинической картины нейрофиброматоза 2-го 
типа, вызываемого мутациями в гене NF2 [11, 12]. Му-
тации в гене SMARCA4 могут приводить к развитию 
RTPS2; менингиомы бывают проявлением синдрома 
Горлина (обусловлен мутациями в гене PTCH) [5, 13]. 
В литературе описаны такие нетипичные случаи, 
как манифестация RTPS1 в виде ЗРО сердца. Рекомен-
дуется проводить поиск мутаций SMARCB1 у больных 
ЗРО любой локализации, в том числе при первично-
множественных опухолях; также анализ надо выполнять 
пациентам со шванноматозом при отрицательном ре-
зультате теста на мутации генов NF1 / 2 [14].
Исследование популяционных особенностей мута-
ций гена SMARCB1 при RTPS1 и других онкологических 
заболеваниях остается актуальной задачей для совер-
шенствования генетической лабораторной диагности-
ки и интерпретации гено-фенотипических корреляций.
Цель работы – поиск и характеристика герминаль-
ных мутаций гена SMARCB1 у российских пациентов 
со ЗРО.
Материалы и методы
В исследование вошли 18 пациентов со ЗРО различ-
ной локализации (мягкие ткани, почки, центральная 
нервная система) в возрасте 0,3–46,4 мес (медиана 
6,5 мес), получавшие лечение в ФНКЦ ДГОИ 
им. Дмитрия Рогачева в период с февраля 2012 г. по но-
ябрь 2016 г. Во всех случаях диагноз ЗРО устанавливал-
ся на основании результатов гистологического иссле-
дования ткани опухоли и подтверждался потерей 
ядерной экспрессии SMARCB1 (при наличии положи-
тельного внутреннего контроля, например на эндоте-
лии сосудов) при проведении иммуногистохимическо-
го анализа. От законных представителей всех пациентов 
было получено информированное согласие. Исследо-
вание одобрено локальным этическим комитетом.
Геномную ДНК выделяли из образцов цельной 
крови с помощью набора АмплиПрайм ДНК-сорб-В 
(Интерлабсервис, Россия).
Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) для ам-
плификации экзонов 1–9 гена SMARCB1 проводили 
с использованием праймеров и условий, опубликован-
ных ранее [15]. Наличие специфических ПЦР-продук-
тов проверяли с помощью электрофореза в 8 % поли-
акриламидном геле с окраской нитратом серебра.
Секвенирование ПЦР-продуктов выполняли с ис-
пользованием набора BigDye Terminator v. 3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems, США). Предвари-
тельно обрабатывали ПЦР-смесь 1 единицей актив-
ности щелочной фосфатазы и 4 единицами активно-
сти экзонуклеазы I из Escherichia coli для удаления 
непрореагировавших праймеров и дезоксинуклеотид-
трифосфатов (dNTPs). Детекцию меченых фрагментов 
осуществляли на капиллярном секвенаторе 3500xL 
(Applied Biosystems, США).
Результаты и обсуждение
Характеристики пациентов представлены в таб-
лице. Для оценки локализации первичной опухоли 
и стадии заболевания больным проводили ком-
плексное обследование в объеме рутинных лабора-
торных тестов, компьютерной томографии органов 
грудной клетки, брюшной полости и малого таза, 
магнитно-резонансной томографии зоны пора-
жения и головного мозга, пункций костного мозга 
из 4 точек, остеосцинтиграфии с бисфосфонатами, 
мечеными изотопом технеция 99mTc.
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Клинические характеристики пациентов, вошедших в исследование
Clinical data for patients included in the study
№ 
паци-
ента 
Patient 
No.
Пол 
Sex
Возраст, 
мес 
Age, 
months
Локализация 
опухоли 
Tumor 
localization
Наличие и локализация 
метастазов 
Metastases and their location
Наличие 
герминальных 
мутаций 
SMARCB1 
Germline 
SMARCB1 
mutations
Статус 
пациента 
Patient status
Длительность 
наблюдения, 
мес 
Follow-up 
duration, months
1 Женский 
Female
0,3 Голова / шея 
Head / neck
 – _ Жив 
Alive
39,0
2 Женский 
Female
15,6 Почка 
Kidney
Лимфатический узлы, 
легкие, брюшина 
Lymph nodes, lungs, 
peritoneum
_ Умер 
Dead
2,0
3 Мужской 
Male
19,3 Почка 
Kidney
Легкие 
Lungs
_ Умер 
Dead
0,5
4 Мужской 
Male
13,0 Печень 
Liver
Печень 
Liver
_ Умер 
Dead
2,0
5 Женский 
Female
5,7 Голова / шея 
Head / neck
Лимфатический узлы 
Lymph nodes
_ Жив 
Alive
14,0
6 Женский 
Female
1,4 Средостение 
Mediastinum
 – _ Умер 
Dead
5,0
7 Мужской 
Male
3,1 Малый таз 
Small pelvic
Легкие, печень 
Lungs, liver
_ Умер 
Dead
2,0
8 Женский 
Female
1,3 Почка 
Kidney
Лимфатический узлы, 
печень 
Lymph nodes, liver
_ Умер 
Dead
9,5
9 Женский 
Female
6,5 Почка 
Kidney
Лимфатический узлы, 
легкие, головной мозг 
Lymph nodes, lungs, brain
с.669_670del 
(p.C223*) 
Умер 
Dead
3,0
10 Мужской 
Male
1,2 Голова / шея 
Head / neck
Лимфатический узлы, 
легкие 
Lymph nodes, lungs
_ Жив 
Alive
5,5
11 Женский 
Female
2,4 Почка 
Kidney
 – 
c.157C→T 
(p.R53*) 
Умер 
Dead
4,0
12 Мужской 
Male
46,4 Голова / шея 
Head / neck
 – _ Жив 
Alive
30,0
13 Женский 
Female
34,0 IV желудочек 
Ventricle IV
Мозжечок 
Cerebellum
_ Жив 
Alive
32,0
14 Мужской 
Male
1,6 Печень 
Liver
Легкие, надпочечник, 
канцероматоз брюшины 
Lungs, adrenal gland, 
peritoneal carcinomatosis
_ Умер 
Dead
5,0
15 Женский 
Female
2,6 Почка 
Kidney
_
c.843G→A 
(p.W281*) 
Умер 
Dead
14,0
16 Мужской 
Male
12,8 Туловище 
Trunk
_ _ Жив 
Alive
28,0
17 Женский 
Female
45,6 Почка 
Kidney
Лимфатический узлы, 
легкие 
Lymph nodes, lungs
_ Умер 
Dead
19,5
18 Мужской 
Male
6,6
Печень
Liver
_ _ Жив 
Alive
57,0
Примечание. Обозначения мутаций даны в соответствии с международной номенклатурой HGVS. 
Note. Mutations are presented in accordance with the International HGVS Nomenclature.
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В результате проведенного обследования у 10 
(55,5 %) больных был установлен диагноз ЗРО мягких 
тканей, у 7 (39,0 %) – ЗРО почек и у 1 – АТРО. У па-
циентов со ЗРО мягких тканей первичная опухоль 
была локализована в области головы и шеи в 4 (40,0 %) 
случаях, поражение печени отмечено у 4 (40,0 %) 
больных, по 1 случаю пришлось на поражение средо-
стения, малого таза и мягких тканей спины. У всех 
пациентов со ЗРО почек имело место унилатеральное 
поражение: в 6 случаях поражение правой почки, в 1 – 
левой. АТРО была локализована в области дна IV же-
лудочка. Отдаленные метастазы на момент постанов-
ки диагноза выявлены у 11 (61,1 %) больных.
Всем пациентам было выполнено молекулярно- 
генетическое исследование образцов геномной ДНК, 
выделенных из цельной крови, включающее ПЦР с по-
следующим секвенированием экзонов 1–9 гена 
SMARCB1. Инактивирующие мутации были найдены 
в 16,6 % (3 / 18) случаев. Все выявленные мутации пред-
ставляли собой нонсенс-мутации, локализованные 
в экзонах 2, 6 и 7, соответственно c.157C→T (p.R53*), 
с.669_670del (p.C223*), c.843G→A (p.W281*) в гетеро-
зиготном состоянии (см. рисунок). Образцы крови ро-
дителей также были подвергнуты молекулярно-генети-
ческому анализу, однако у них не обнаружены мутации, 
которые ранее были найдены у пробандов, что позво-
ляет классифицировать их как мутации de novo.
Отметим, что частота встречаемости мутаций в на-
шей работе была ниже, чем у некоторых других авторов 
[8, 10]. Это может быть объяснено как популяционны-
ми особенностями, так и тем, что нами был проведен 
анализ только точковых мутаций секвенированием 
по Сэнгеру, который целесообразно дополнять анали-
зом на протяженные делеции гена с помощью, напри-
мер, мультиплексной амплификации лигированных 
зондов или цифровой ПЦР. Как и в нашем исследова-
нии, практически все обнаруженные точковые мута-
ции у других авторов – мутации de novo, что обуслов-
лено высокой летальностью и инвалидизацией 
больных с RTPS1 до достижения репродуктивного 
возраста [7–10]. Отсутствие «горячих» точек мутагене-
за и преобладание нонсенс-мутаций над другими ти-
пами однонуклеотидных мутаций согласуются с име-
ющимися данными о нарушениях в гене SMARCB1 
при RTPS1 [9]. При сопоставлении наших результатов 
с базой данных HGMD (Human Gene Mutation 
Database); (http://www.hgmd.cf.ac.uk) мутация 
c.157C→T (p.R53*) была идентифицирована под номе-
ром CM034687 как впервые описанная другими авто-
рами у 7-месячного ребенка с АТРО [16]. Данную му-
тацию впоследствии неоднократно обнаруживали 
при исследовании SMARCB1 в ЗРО различных локали-
заций, например при проведении полногеномных ис-
следований или целенаправленного поиска мутаций 
в этом гене [17, 18], что отражено в базе данных 
COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer); 
(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic, номер мутации 
COSM24595). Делеция 2 нуклеотидов с формировани-
ем стоп-кодона с.669_670del (p.C223*) была описана 
лишь однажды у пациента со ЗРО почки (COSM1069) 
[19]. Другую обнаруженную нами мутацию c.843G→A 
(p.W281*) также находили у детей со ЗРО почки 
(COSM1058) [7, 20]. 
В экспериментах на клеточных культурах показа-
ны по крайней мере 5 различных механизмов, с помо-
щью которых может реализовываться потенциал точ-
ковых инактивирующих мутаций гена SMARCB1 (в том 
числе нонсенс-мутаций, выявленных в настоящей 
работе) как у гена-супрессора опухолевого роста в опу-
холях почки. Во-первых, восстановление экспрессии 
SMARCB1 приводит к репрессии циклина D1 / CDK4 
и аресту клеточного цикла в точке G0 / G1. Во-вторых, 
потеря SMARCB1 активирует сигнальный путь Sonic 
Hedgehog через экспрессию генов-мишеней GLI1 
и PTCH, а также сигнальный путь Wnt / β-катенин, по-
вышает экспрессию фактора E2F и, главное, мобили-
зует нуклеосомы в промоторах онкогенов, вступая 
в антагонистические отношения с белками группы 
polycomb, затрудняющими ремоделинг хроматина [21].
Пациентам было проведено комплексное специ-
фическое лечение в рамках рекомендаций протоколов 
терапии в зависимости от локализации образования 
(ЗРО почек – EU-RHAB, SIOP WT 2001; ЗРО мягких 
тканей – EU-RHAB, CWS 2009; АТРО – ATRO 2006) 
с использованием неоадъювантной / адъювантной 
поли химиотерапии, лучевой терапии и хирургическо-
го вмешательства. Медиана наблюдения составила 7,5 
(0,5–57,0) мес. На момент написания данной публи-
кации 7 (38,8 %) пациентов живы, 11 (61,2 %) умерли. 
Смерть больных во всех случаях была обусловлена ре-
цидивом / прогрессированием основного заболевания.
Следует отдельно отметить, что все 3 больных, 
у которых были выявлены герминальные мутации, 
имели ЗРО почек и манифестацию заболевания в пер-
вые 6 мес жизни (медиана возраста на момент поста-
новки диагноза 2,6 мес). Медиана возраста в когорте 
пациентов с наличием герминальных мутаций по срав-
нению с когортой пациентов с отсутствием таковых 
была меньше (2,6 (2,4–6,5) мес против 6,6 (0,3–
46,4 мес)), однако статистически значимых различий 
не получено (p = 0,51). Все больные с наличием гер-
минальных мутаций умерли от прогрессии опухоли 
в ранние сроки от момента инициации специфиче-
ской терапии (2 пациента) и развития системного ре-
цидива заболевания (1 пациент). В последнем случае 
у больного, достигшего полного ответа на фоне спе-
цифического лечения, отмечено поражение головного 
мозга, что может рассматриваться как системный ре-
цидив заболевания или формирование метахронной 
опухоли на фоне генетической предрасположенности.
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Поиск и характеристика герминальных мутаций 
SMARCB1 при наследственных и врожденных онколо-
гических синдромах имеют значение как с фундамен-
Мутации гена SMARCB1, выявленные в настоящей работе (верхний 
график – секвенирование с обратного праймера)
SMARCB1 gene mutations identified in this study (upper graph is  sequencing 
with reverse primer)
тальной (более детальное понимание способов инакти-
вации SMARCB1 в канцерогенезе), так и с практической 
точки зрения. В последнем случае немаловажным яв-
ляется возможность сопоставления результатов кон-
кретного анализа с ранее опубликованными данными 
о той же мутации при RTPS1, также не исключены гено-
фенотипические корреляции и / или популяционные 
особенности в частотах мутаций, которые могут быть 
выявлены при накоплении данных о мутациях гена 
SMARCB1 от различных исследователей.
Заключение
Мы провели диагностику, включая поиск мутаций 
в гене SMARCB1, и лечение 18 пациентов со ЗРО, на-
блюдавшихся в ФНКЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева 
в период с февраля 2012 г. по ноябрь 2016 г. В 16,5 % 
случаев обнаружены герминальные мутации гена 
SMARCB1, приводящие к формированию преждевре-
менного стоп-кодона, что клинически ассоциировалось 
с развитием ЗРО почек и манифестацией заболевания 
в течение первых месяцев жизни. Выявление герми-
нальных мутаций у пациентов со ЗРО имеет важное 
значение для оценки рисков развития метахронных 
опухолей и медико-генетического консультирования 
членов семьи. Влияние наличия герминальных мутаций 
гена SMARCB1 на прог ноз заболевания требует дальней-
шего изучения на больших когортах больных.
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